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OZET
Kitosanin Farelerde Bakir Emilimi Uzerine Etkisi

Bu aragtirma, deney farelerinin igme suyuna katilan kitosanin karacigerdeki
bakir diizeyine etkisini belirlemek amaciyla yapildi. Arastirmada hayvan materyali
olarak ortalama 6 haftalik, 25-30 g agirhikta, 60 adet erkek CD-1 ki fare
kullanilmistir. Fareler, kontrol ve 4 deneme grubuna on ikiser tane olacak sekilde
rastgele yerlestirilmistir. Tiim gruplar deneme boyunca ad libitum olarak bazal yem
tilketmistir. Kitosan ve/veya inorganik bakir (CuSO45H20 formunda) ¢ozeltileri
farelere igme suyuyla ad libitum olarak verilmistir. Kontrol grubuna (K) herhangi bir
ilave yapilmamis, 1. deneme grubuna (D1) igme suyuna 60 mg/l kitosan, 2. deneme
grubuna (D2) 2 ppm bakir; 3. deneme grubuna (D3) 60 mg/1 kitosan + 2 ppm bakir ve
4. deneme grubuna (D4) 60 mg/I kitosan + 4 ppm bakir ilavesi yapilmistir. Arastirmada
gruplara ait yem, su tiikketimi, canli agirliklar1 haftalik olarak dl¢iilmiis ve canli agirlik
artiglar1 belirlenmistir. Deneme sonunda (56. giin) alinan kanlarda bazi hematolojik
[RBC(x108il), WBC(x103%il), MPV(fl), Hgb(g/l), Hct(%), RDWc(%)] parametreler,
bazi biyokimyasal (serum kolesterol ve glukoz) degerler ve alinan karacigerlerde Cu,
Fe, Zn, Mn ve Co 6l¢iimleri yapilmistir. Gruplar arasinda RBC, WBC, MPV, Hgb ve
Hct degerleri arasinda onemli bir fark bulunmamistir. Sadece RDWc degerinde
[kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla 18,76; 20,03; 18,85; 18,35; 19,06 (%)]
gruplar arasinda fark bulunmustur. Serum biyokimyasal analizlerden kolesterol
(kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla 110,20; 105,46; 167,91; 113,82; 117,81
mg/dl ) ve glukoz (kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla 255,65; 283,88; 136,73;
227,17; 245,08 mg/dl) degerlerinde gruplar arasinda fark goriilmistiir. Farelerin
karacigerlerinde Indiiktif olarak eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi(ICP
OES) metoduyla Cu, Fe, Zn, Mn ve Co elementlerin 6l¢iimii yapilmistir. Cu karaciger
degeri kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla 0,0051; 0,0045; 0,0071; 0,0048; 0,0046
ppm, Zn karaciger degeri kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla 0,0130; 0,0165;
0,0215; 0,0165; 0,0161 ppm, Fe karaciger degeri kontrol ve deneme gruplarinda
strastyla 0,1636; 0,1221; 0,1918; 0,1628 ve 0,1565 ppm degerleri elde edilmistir. Cu
ve Zn degerleri gruplar arasinda istatistik olarak 6nemsiz ¢ikmistir. Mn ve Co degeri
Ol¢iim hassasiyetinin altinda kalmistir. Fe degerleri ise D2 grubunda, D1 grubuna
kiyasla yiiksek, diger gruplarla benzer bulunmustur. D1 grubunda farelerin suyuna
kitosan ilave edilmesi karaciger Fe diizeyini azaltmistir. Farelerin suyuna 60 mg/I
kitosan katilmasinin karacigerdeki Cu ve Zn diizeyleri iizerine etkisi gériilmezken, Fe
diizeyinde azalmaya sebep olmustur. Ancak bu etkinin suya kitosanla beraber 2 ppm
ve 4 ppm Cu katildiginda ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Farelerin sularina kitosan
ve bakir katilmasiyla ilgili, 6zellikle kitosanin solusyon halinde igme suyuna katilmasi
seklinde kullaniminin etkileri ile ilgili daha ¢ok ¢alisma yapilmasinin faydali olacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakir, Fare, Kan Parametreleri, Karaciger, Kitosan
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ABSTRACT
The Effect of Chitosan on Copper Absorption in Mice

This study was carried out to determine the effect of chitosan added to drinking
water of experimental mice on copper levels in liver. Sixty male CD-1 rats weighing
25-30 g, with a mean age of 6 weeks, were used as animal material. All groups
consumed basal feed as ad libitum throughout the trial. Chitosan and/or inorganic
copper (CuS04.5H20) solutions were administered to mice as ad libitum with drinking
water. In the experiment, no additions were made to the water of the control group (K).
The experimental groups were planned to add 60 mg / | chitosan (D1), 2 ppm copper
(D2), 60 mg /| chitosan + 2 ppm Cu (D3) and 60 mg / | chitosan + 4 ppm Cu (D4) to
drinking water. Feed consumption, water consumption and body weights of the groups
were measured weekly and body weight gain were calculated. At the end of the 56d
experiment, haematologic [ (RBC (x108il), WBC (x10%il), MPV (fl), Hgb (g / I), Hct
(%), RDWCc (%)], biochemical (serum cholesterol and glucose) parameters in blood
samples and Cu, Fe, Zn, Mn and Co measurements in liver were measured. There was
no significant difference found between RBC, WBC, MPV, Hgb and Hct values of
control and experimental groups. Only RDWoc values (18,76; 20,03; 18,85; 18.35;
19,06%, respectively) were found to be different between the groups. Cholesterol and
glucose values (110,20; 105,46; 167,91; 113,82; 117,81 mg/dl and 255,65; 283,88;
136,73; 227,17; 245,08 mg/dl respectively) of serum biochemical parameters were
found to be different between the groups. Cu, Fe, Zn, Mn and Co elements in the liver
were measured by ICP OES method. Liver Cu values (0,0051; 0,0045; 0,0071; 0,0048;
0,0046 ppm, respectively), Zn liver values (0,0130; 0,0165; 0,0215; 0,0165;
0,016ppm, respectively) and Fe liver values (0,1636; 0,1221; 0,1918; 0,1628 and
0,1565ppm, respectively) were obtained in the control and experimental groups. Mn
and Co values were found below the measurement accuracy. Cu and Zn values were
not statistically significant between the groups. Fe values were higher in D2 group
compared to D1 group and similar with other groups. Addition of chitosan into the
water of mice in the D1 group decreased the liver Fe level. The addition of 60 mg /|
chitosan to the water did not have any effect on Cu and Zn levels in the liver, but
decreased Fe levels. However, this effect was found to be eliminated when 2 ppm and
4 ppm Cu were added to the water with chitosan. More studies on the incorporation of
chitosan and copper into the water are to be beneficial, in particular, it is thought that
more studies will be beneficial on the effects of the use of chitosan in the form of
solution in drinking water.

Keywords: Cupper, Mice, Bood Paramaters, Liver, Chitosan
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1. GIRIS

Tiirkiye de ve hayvancilikla ugrasan birgok iilke de yem katki maddesi olarak
kullanilan antibiyotikler, bakteriyel hastaliklar1 sagaltmak, terapotik ve biiyiime
destekleyici olarak hayvancilikta uzun yillar kullanilmistir (Keser ve Bilal, 2010).
Glinlimiizde insan ve hayvan sagligi agisindan antibiyotiklere karsi bakteri direnci
artmas1 riskinden dolayr hayvancilik sektoriinde yem katki maddesi olarak
antibiyotiklerin kullanim1 21 Ocak 2006 tarih 26056 sayili Resmi Gazete ilani ile

yasaklanmistir (Keser ve Bilal, 2010; Kilig, 2004).

Organik {irtinlerin tiiketiciler tarafindan daha fazla tercih edilmesi, bilim
insanlarmin  alternatif yem katki maddeleriyle ilgili calismalar yapmaya
yonlendirmistir. Probiyotikler, prebiyotikler ve enzimler alternatif yem katki
maddelerinden bazilaridir (Kilig, 2004). Antibiyotiklerin yerine ortamdan patojenlerin
uzaklastirilmasi ve bagirsak mikrobiyotasinin diizenlenmesine yardim eden, yem katki
maddeleri gelistirilmeye c¢alisiimaktadir. Bu amagla oligosakkaritlerin yem katk1
maddesi olarak kullanilmasinin genel saglik durumunu iyilestirici etkisi bilinmektedir.
Galakto oligosakkarit (GOS), mannan oligosakkarit (MOS) ve frukto oligosakkarit
(FOS) gibi belli baslt oligosakkaritlere ek olarak gilinlimiizde kitosan oligosakkaritin
(KOS)‘de saglik tizerinde yararli etkileri oldugu tespit edilmistir (Keser ve Bilal,

2010).

Kitin ve Kkitosan yengegler, karidesler, 1stakozlar ve bocekler gibi
eklembacaklilarin kabuklarinin ana bileseni, kelebeklerin kanatlar1 ve ayrica kiif ve
maya gibi mikroorganizmalarin hiicre duvarlarinda dogal olarak bulunur (Bostan ve
ark., 2007; Duman ve Senel, 2004; Keser ve Bilal, 2010; Koide, 1998; Ozdemir, 2014;
Yildirnm ve Yildirnm, 2016). Selillozdan sonra dogada en ¢ok Kkarsilasilan
polisakkarittir (Duman ve Senel, 2004; Ozdemir, 2014; Yildirim ve Yildirim, 2016).
Fakat ana zincirinde azot tasiyan biyopolimerler diisiiniiliince kitin en bol bulunan

1



biyopolimerdir (Ozdemir, 2014). Kitin ve Kitosanin kimyasal yapilar1 Sekil 1.1.de

gosterilmistir.

OH OH
- N
cC=0 C=0

CH3 CH3

te2) N NH

Kitosan

Sekil 1.1. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilar1 ( Anonim, 2019)

Karaciger viicudun en biiyilk metabolik merkezi olup, karin boslugunda,
diyaframin altinda yer alir. Birgok 6nemli fonksiyonu bulunmakla birlikte temel
gorevleri; sekresyon, ekskresyon, depo, fagositoz, detoksikasyon, konjugasyon,
esterlestirme, metabolizma ve hemopoez’dir. Karaciger, sindirim ve dolagim sistemi
arasinda bulundugundan ve énemli fonksiyonlart oldugundan pek ¢ok etkenden zarar
gorebilmektedir (Sun ve ark., 2001; Wang ve ark., 2005).

Bakir viicutta bag dokunun, kan ve enzimlerin isleyisinde gorev alir. Bakir
disaridan alinmak zorundadir ve eksikligi bakirca fakir olan arazilerde yetistirilen
yemlere baglidir. Bu element beyin, bobrek, kalp, kil ve yapagida yiiksek

konsantrasyonlar da bulunur (Kiigiikaslan, 2011).

Bu c¢alismanin amaci kitosanin minerallerle yakin etkilesime giren bir madde
olmas1 sebebiyle farelerin tiiketmesi durumunda karaciger bakir seviyesinde ve bazi

kan parametreleri lizerine etkisinin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kitosanla Tlgili Genel Bilgi

Kitosan, ilk kez Bradconnot tarafindan 1811 yilinda tanimlanmis olan kitinin
(B-1,4-poli-N-asetil-D-glukozamin) kismen veya tamamen deasetilasyonu (Duman
and Senel 2004; Ozdemir 2014) ile elde edilen degisik molekiiler agirhiktaki bir
heteropolisakkarittir (Yildirnm ve Yildirim, 2016). Kitin-kitosan, glikozidik baglarla
baglanmis glukozamin ve N-asetillenmis glukozaminden (2-asetilamino-2-deoksi-D
glikopiranoz) olusan biyopolimerlerdir (Koide, 1998). Kitosanin fiziko-kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerini bu iki molekiiliin sayis1 ve dizi igerisindeki sirast belirler
(Yildinm ve Yildirnm, 2016). Kitin ve kitosanin ayriminda kesin bir 6lgi
bulunmamasina karsin kitosan terimi, genellikle deasetilasyon derecesi %50’den fazla
olan  2-amino-2-deoksi-B-  D-glukopiranoz  ve  2-asetamido-2-deoksi-B-D-
glukopiranozun kopolimerleri igin kullamlmaktadir (Ozdemir, 2014; Yildirim ve
Yildirim, 2016). Cogu ticari olarak iiretilen kitosanin molekiil agirligi 100-1200 kDa
arasinda olup yiiksek molekiill agirhgr ve 6,8’den yiliksek pH degerlerinde
¢Ozlinirligiiniin diisiik olmasi nedeniyle pratik kullanim1 oldukg¢a sinirlidir (Keser ve
Bilal, 2010). Kitin genel olarak asetillenirken, kitosan biiyiik 6l¢iide deasetillestirilir.
Kitin, suda ve asitte ¢6ziinmezken, kitosanda suda biiyiik oranda ¢6ziilmez, fakat asit
icinde ¢oziiniir (Koide, 1998). Kitosanin ana kullanim alanlariyla ilgili bilgi Tablo 2.1.

verilmistir.



Tablo 2.1. Kitosanin ana kullanim alanlar1 (Ozdemir, 2014)

KIiTOSANIN KULLANIM ALANLARI

Tarmm

Su ve Kirlilik temizligi

Yiyecek ve icecek

Kozmetik ve banyo malzemeleri

Biyofarmasotikler

Tohum kaplama, donma koruyucusu,
zamana bagli olarak besin elementleri ve
giibrenin topraga salinmasi,

su berraklagsmasi i¢in topaklastirici ( igme
suyu ve havuzlarda),

metal iyonlarin uzaklastirilmasi,
ekolojik polimer ( sentetik polimerlerin
giderimi),

kokunun azaltilmasi,

insan tarafindan sindirilemez ( diyet fibrili)
lipid baglayici( kolesterol diisiiriicii),
koruyucu,

soslar i¢in kalinlastiric1 ve stabilizator,
meyveler i¢in antibakteriyel, antifungal,
koruyucu kaplama,

deri nemi korunmast,

akne tedavisi,

sac esnekligi,

sagtaki statik elektrigin azaltilmasi,

deri tonu,

ag1z sagligi (dis macunu, sakiz),
immiinolojik, antitiimar,

hemostatik, antikuagulant,

lyilesme, bakteri dayanimi,

Dogada yaygin ve bol miktarda bulunmasi, canlilar i¢in toksik etki

gostermemesi, mikroorganizmalar1 inhibe etmesi, biyolojik olarak parcalanabilmesi,

biyo-uyumlu olmasi, kimyasal ve fiziksel oOzellikleri bakimindan diger birgok



biyopolimerden iistiin 6zellikler gdstermesi nedeniyle kitosan basta gida olmak tizere
su, ilag, kozmetik, ziraat, tip, kagit, tekstil, mikrobiyoloji, immiinoloji, biyoteknoloji,
gibi birgok alanda kullanim olanagi bulmaktadir (Yildirnm ve Yildirim, 2016).
Kitosan; antibakteriyel, antifungal, antiviral, anti-kanserojen, antiiilser, kandaki
kolesterol konsantrasyonunu ve trigliserit diizeyini diisliriicli, obezite Onleyici
ozelliklere sahiptir (Bostan ve ark., 2007; Duman ve Senel, 2004; Keser ve Bilal, 2010;
Ozdemir, 2014; Yildirim ve Yildirim, 2016). Kitosanin ayrica dogal bir polimer olarak
viicutta parcalanabilmesi, hiicrelere baglanabilme yetenegi, bag dokusu iizerinde
rejeneratif aktivite gostermesi, kanama durdurucu (hemostatik), yara iyilesmesini
hizlandirici, kemik iyilesmesini hizlandirici, bagisiklik sistemi destekleyicisi ve
merkezi sinir sistemini baskilayici olmas1 diger biyolojik 6zellikleridir (Duman ve
Senel, 2004; Yildirnrm ve Yildirim, 2016). Kitosanin herhangi bir toksisitesinin
bulunmamasi, alerji ve iritasyon yapict olmamasinin yani sira, biyoparcalanabilir ve
biyoge¢imli olmasit farmasotik ve medikal alanda oOnemli bir biyomateryal
yapmaktadir (Duman and Senel, 2004). Bunlarin diginda, astim, atopik dermatit,
arteriyoskleroz, hipertansiyon, makiiler dejenerasyon, artrit, diyabet, osteoporoz gibi
cesitli hastaliklarin iyilestirilmesine de yardimecr olur (Koide, 1998). Ayrica gida
kaplama ve yenilebilir film {retiminde, enzim immobilizasyonunda da
kullanilmaktadir. Bu amagla daha c¢ok ambalaj materyalinin bir pargasi olarak
kullanilarak gida giivenligi saglanmakta, kalite ve raf Omrii iyilestirilmektedir

(Y1ldirim ve Yildirim, 2016).

2.2. Bakir

Bakir; pek ¢ok hiicresel enzimin fonksiyon yapabilmesi i¢in gerekli iz
elementlerden biri olup hayvan ve bitki dokularinda bulunan, insan viicudundaki
birgok enzim sistemi i¢in vazgeg¢ilmez bir elementtir (Bulut, 2006; Kabak, 2010; Kubat
ve ark., 1996; Rosmarie, 1992; Zietz ve ark., 2003). Bakir, insan ve hayvan viicudunda
eser diizeyde bulunur ve hiicresel solunumda gorev yapan sitokrom C oksidaz,
stiperoksit dismutaz, tirozinaz ve dopamin beta hidroksilaz gibi baz1 metalloenzimlerin

yapisina girer (Burtis ve Ashwood, 1999; Kaneko ve ark., 1997).



Gida maddelerinde bakir yogunlugu farklilik gésterir. Ornegin, tahillarda 3- 8
ng/g, sebzelerde 0,3- 3 pg/g, meyvelerde 0,4- 1.5 pg/g, hayvan yemi ve otlarda 8- 10
ug/g, kabuklularda 12- 37 pg/g, karacigerde 4,5- 6 pg/g ve ette 1 pg/g bakir bulunur
(Kaya ve ark., 2002). Gidalarin iiretildigi ortama gore igerdigi bakir miktar1 farklilik
gdsterebilir. igme suyu normalde bakir alimima énemli bir katki saglamamakla birlikte
tesisatta kullanilan korozyona ugramis bakir borular sudaki bakir miktarin1 énemli
oOl¢iide artirmaktadir (Gerberdin, 2004; Langner ve Denk, 2004; Tapiero ve ark., 2003;
Wijmenga ve Klomp, 2004). Ayrica alinan gidalarda bulunan farkli mineral ve
bilesikler de bakir emilimini etkilemektedir (Tapiero ve ark., 2003; Kabak, 2010; Kaya
ve ark., 2002) Geng hayvanlarin dokularinda yiiksek miktarlarda bulunan bakir,
hayvan viicudunda 2-3 mg/kg canli agirlik (CA) miktarinda bulunur (Aksu, 2018).

2.2.1. Bakirin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bakir bir soymetal olarak siniflandirilmakta olup hem dogada elemental olarak
hem de bircok mineralin pargast olarak bulunur. Molekiiler agirligi 63,55 g/mol,
yogunlugu 8,94 g/cm3, erime noktas1 1083 °C ve kaynama noktas1 da 2595 °C’dir.
Bakar nitrik asit ve sicak siilfiirik asit ile ¢oziiniir, hidroklorik asit ve amonyakta ¢cok
az ¢0zlniir, suda ise ¢ozlinmez. Bakir viicutta karaciger, bobrek, dalak, kalp, kas, mide,
bagirsak, tirnak ve sa¢ gibi dokularda yaygin bir sekilde bulunur. Bakirm, en yiiksek
konsantrasyonlar1 karacigerde olmakla birlikte ¢esitli hiicrelerde de kiiclik miktarlarda
bulunur. Bakir iyonlari hem okside (Cu*?) hem de rediikte (Cu*) halinde
bulunabilmektedir (Bulut, 2006; Rosmarie, 1992).

2.2.2. Bakir Emilimi

Bakir alimi i¢in en 6nemli yol oral yoldur (Kabak, 2010). Bakir, birgok protein
i¢in ko-faktordiir. Insan ve hayvanlarda besinlerle alinan bakir, mide ve ince bagirsakta
ozellikle duodenumdan ve jejunumdan emilir, albiimin ve aminoasit histidine
baglanarak karacigere taginir (Bissig ve ark., 2005; Burtis ve Ashwood 1999; Das ve
Ray, 2006; Ferenci, 2004; Langner ve Denk, 2004; Lutsenko ve ark., 2007; Pena,
1999; Tapiero ve ark., 2003;). Memelilerin aldig1 bakirin ¢cogunu sudan ¢ok yiyecekler



saglamaktadur. Istiridye, findik, fistik, baklagiller, biitiin tahillar ve kurutulmus meyve
gibi yiyecekler bakir yoniinden zengin yiyeceklerdir. Dogal suyun da organik
maddelere bagli olmak {izere ortalama 4-10 mg Cu/It konsantrasyona sahip oldugu
bildirilmektedir (Bulut, 2006; Gaetke ve Chow, 2003). Bakir mide yoluyla biraz emilir
ama asil emilim yeri duodenumdur. Emilen bakirin bir kismi transkuprein ve albumin
gibi plazma proteinleri tasiyicilar: ile karacigere, bir kismi1 da bobreklere taginirken
geri kalan1 6zel metal baglayici proteinlerle enterositlerde birikir ve sonra digki ile

atilir (Bulut, 2006; Hyun ve Filippich, 2004).

2.2.3. Bakir Dagilimi

Bakar karaciger, bobrek, dalak, kalp, kas, mide, bagirsak, tirnak ve sa¢ gibi
cesitli dokularda yaygin bir sekilde bulunan gerekli bir eser elementtir (Rosmarie,
1992). Viicuttaki total bakir miktari, 100 mg civarindadir (Das ve Ray, 2006; Ferenci,
2004; Langner ve Denk, 2004). Giinliik tavsiye edilen bakir alinimi yeni dogan igin
0,4-0,7 mg, ¢ocuklar igin 0,7-2,5 mg ve yetiskinlerde 1,5-3,0 mg’dir (Bulut, 2006;
Rosmarie, 1992). Diinya saglik orgiitii (WHO), igme suyunda olmasi gereken bakir
miktarmin 2 mg/I’yi gegmemesi gerektigini bildirmistir (Bulut, 2006; Zietz ve ark.,
2003). Yas, cinsiyet, almman bakir miktar1 ve saglik durumu bakirin dokulara
dagilimmin belirlenmesinde etkili olan birkag¢ kriterdir. Yeni dogan karacigerinde
bakir konsantrasyonu yetiskinlere gére 6-10 kat daha fazladir (Bulut, 2006; Rosmarie,
1992).

2.3. Karaciger Fonksiyonlari ve Anatomik Yapisi

Karaciger, viicudun bir¢ok sistemiyle iliskili son derece karmasik ve dnemli
fonksiyonlar1 olan, en biiyiik metabolizma merkezidir. Karbonhidrat, protein ve lipid
metabolizmasinda 6nemli gorevleri vardir. Karaciger ayrica safra salgilanmasinda,
kandaki besin maddelerinin depolanmasinda, kanda bulunan bir¢ok plazma proteininin
yapiminda, viicuda girmis ilaclarin ve zehirlerin meydana getirdigi toksik etkinin
ortadan kaldirilmasinda gorevleridir (Jungueria ve ark., 1998; Milli ve Haziroglu,
1997; Solomon, 1999). Ayrica karaciger, kana alinan bakirdan seruloplazminin sentez

merkezi ve safra atilminda gerekli olan bakir komplekslerinin {iretim merkezi



olmasindan dolay1 bakir deposu olarak islev goriir (Bulut, 2006; Rosmarie, 1992).
Bakirin temel atilim yolu safra sistemidir. Emilmeyen bakirin % 15’1 direkt bagirsaga
gecerken, emilen bakirin % 80’1 safra iginde atilir, % 2-4’1i idrarla atilir. Diger atilim

yollari da tirnaklar ve saglardir (Bulut, 2006; Rosmarie, 1992).

Karaciger omurgalilarda viicudun en kompleks ve en biiyiik bezidir (Dursun,
1994; Solomon, 1999) ve, iki veya ii¢ pargali simetrik olmayan bir organdir (Bulut,
2006; Tanyolag¢ ve Tanyolag, 2000). Karin boslugunda ve midenin sag st tarafinda
(Dursun, 1994; Kiling ve ark., 1998) diyaframin altinda abdominal boslukta
yerlesmistir (Bulut, 2006; Demirsoy, 1996; Erbengi, 1985; Fawcett ve Ronald, 2002;
Jungueria ve ark.,1998; Solomon, 1999). Karaciger, koyu kirmizi-kahverengi renkte,
sag ve sol olmak {izere iki loptan, loplarda lobcuk adi verilen parcgalara ayrilirlar
(Kiling ve ark., 1998; Kuyucu, 1980). Rengi, i¢erdigi kan miktarina, tiire, canlinin
yasina ve besi durumuna gore degisir (Bahadir ve Yildiz, 2008). Karaciger elastikiyeti
az oldugundan darbe ve travmalarin etkisiyle yirtilabilir (Bulut, 2006; Kuyucu, 1980).
Karacigerin st yiizii diyafram ile alt yiizii karin organlari ile komsudur (Bulut, 2006;
Solomon, 1999).

Karaciger viicudun en biiyiik metabolik merkezidir. Karbonhidrat, protein ve
lipid metabolizmasinda 6nemli gorevleri vardir (Bulut, 2006; Milli ve Haziroglu,
1997). Karaciger, viicudun hemen hemen biitiin sistemleriyle iliskili bulunan son
derece karmasik ve 6nemli fonksiyonlar1 olan bir organdir (Bulut, 2006; Jungueria ve
ark., 1998; Solomon, 1999). Karaciger tarafindan yaglarin sindirimde ¢ok 6nemli rol
oynayan safra, giinde 600-1000 ml dolaylarinda bagirsaga salgilanir (Bahadir ve
Yildiz, 2008; Bulut, 2006). Karaciger, vitaminler igin de en biiyiik depolanma yeridir
(Bulut, 2006). A, D, E, K vitaminlerini depo eder. Kandaki seker diizeyini ayarlar,
fazla glikozu glikojen olarak depo eder. Proteinin pargalanmasi ile agiga ¢ikan
amonyagin iire halinde atilmasimi saglar Yash alyuvarlarin parcalanmasi ile ortaya

¢ikan demiri depo eder (Kiling ve ark., 1998).



2.3.1. Karaciger-Bakr Iliskisi

Karaciger bakir metabolizmasindaki en énemli organdir. Karaciger bir bakir
deposu ve safra atiliminda gerekli olan bakir komplekslerinin iiretim merkezi olarak
islev goriir. Bakirin insandaki yarilanma omrii yaklasik dort haftadir (Bulut, 2006;
Rosmarie, 1992). Kitosan ve bakirin birlikte medikal amaclh kullanimini konu alan
arastirmalar mevcuttur. Bunlardan bir tanesi Liu ve ark., (2003) hemodiyaliz
hastalarinin kan iire konsantrasyonunu diistirmek amaciyla, kitosan ve bakir igeren bir
memranin gelistirilmesi {izerinedir. Diger bir aragtirmada ise Wang ve ark., (2008)
nano-kitosan bakir kompleksinin karaciger kanseri iizerine sagaltici etkisinin oldugu

ortaya konulmustur.

2.4. Deney Fareleriyle Tlgili Genel Bilgi

Fareler, yas, gebelik veya laktasyon donemine bakilmaksizin, genellikle benzer
tip yemlerle beslenebilir. Yem genellikle pelet seklinde ad libitum olarak verilir.
Fareler yemin enerji icerigine de bagl olarak giinliik ortalama 3-4 g yem (ide, 2003)
ve 5-7 ml su tiiketirler. Farelere yem olarak hububat taneleri ve bazi bitki tohumlarinin
ezme ve kirmalari verildigi gibi genellikle de pelet (¢cap1 12-16 mm) yem tercih edilir
(Saruhan ve Dereli, 2016). Yemlikte pelet yem az kaldigi zaman, fareler yemi
kemirmekte giiclik c¢ekerler, bunun i¢in yemlikler mutlaka diizenli olarak
doldurulmalidir (Ide, 2003). Fareler, mikrobiyel sindirim ve kaprofaji (Saruhan ve
Dereli, 2016) (hayvanlarin kendi diskisin1 yemesi) yoluyla besin maddelerinden
indirek olarak faydalanirlar (Ide, 2003). Fareler kaprofajiden dolay1 B grubu ve K
vitaminine ihtiya¢ duymazlar (Saruhan ve Dereli, 2016). Farelerin sular1 sik olarak
degistirilir ve tiikettikleri su miktar1 yemlerindeki su miktarina ve ¢evresel sartlara

gore degisir. Su, siseler veya otomatik sulama sistemleriyle verilebilir (Ide, 2003).

Fareler dogal yasamlarinda sosyal statii igerisinde gruplar halinde yasarlar.
Fareler kapaklar sikica kapatilabilen, saydam, sert plastik kafeslerde barindirilirlar
(Ide, 2003; Saruhan ve Dereli, 2016). Erkek fareler bir arada barindirildiklarinda

saldirgan davraniglar sergileyebilirler. Saldirganlik ayn1 zamanda farenin soyuna, her



fare i¢in kullanilabilen kafesteki bos alana ve kafesteki esyalara da baghidir (ide, 2003).
Erkek fareler siitten kesilince bir arada barindirilir ise saldirganliklart minimuma
indirilebilir (ide, 2003; Saruhan ve Dereli, 2016). Bireysel olarak barindirilan fareler
grup icine konuldugunda, grupta barindirilanlara oranla daha fazla saldirganlik
gosterirler (Ide, 2003). Grup barindirilmas: yapiliyor ise bir kafesin icerisine 30’dan
fazla fare konulmamasi gerekir. Fazla sayida farenin bir arada barindirilmasi, viicut
1s1sinin asir1 yiikselmesi (hipertermi) ve oksijen yetersizligi (hipoksi) sonucu farelerin
Olimiine sebep olabilir. Kafeslerde altlik materyali olarak genellikle talas kullanilir.

Kagit parcalar1 ve pamukta kullanilabilir (Ide, 2003; Saruhan ve Dereli, 2016).

Fareler noktiirnal (gece aktif) hayvanlardir. Bu nedenle dogal gece/giindiiz
dongiisii bu hayvanlarin normal fizyolojik davranislari i¢in cok dnemlidir Fareler;12
saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii olan, iyi havalandirilmis, %40-%60 rolatif nem
oranina ve 20-24 °C ortam sicakligina sahip odalarda barindirilmalidir. Bu degerler
disindaki hallerde fareler strese girerler ve hastaliklara karsi duyarli hale gelirler.
Fareler, seslere karsi ¢cok hassastirlar (Saruhan ve Dereli, 2016). Ani giiriiltiilere kars1
yogun tepkiler verirler. Bu nedenle farelerin barindirildigi odalarin giiriiltiiden ve
titresim yaratacak cihazlardan uzak olmasi saglanmalidir. Farelerin gebelik siiresi 19-
21 giindiir. Fare yavrular1 gozleri agilmamis ve tiiysiiz olarak diinyaya gelir. Yavrular
21 giinliikken stitten kesilir. Disiler ve erkekler pubertasa 50-60 giinliik yasta girerler
(Saruhan ve Dereli, 2016). Fareler icin uygun gevre kosullart ve bazi fizyolojik
parametrelerle ilgili bilgi Tablo 2.2. de verilmistir.

Farelerde yemde bulunmasi tavsiye edilen mineral madde miktarlari olarak, Cu
degeri 6 (mg/kg), Fe degeri 25 (mg/kg) ve Ca degeri 10 (mg/kg) dir (Clarke ve ark.,
1977; ide, 2003).
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Tablo 2.2. Fareler i¢in uygun gevre kosullari ve baz1 fizyolojik parametreler (Ide,
2003).

Degerler
Cevre kosullar1
Sicaklik (°C) 20-24
Roélatif nem orani (%) 50-60
Havalandirma( m®/ saat) 15
Giindiiz/gece (saat) 14/10
En dusik kafes alam (grup halinde 80
barindirma (cm?/yetiskin)
En disiik kafes yiiksekligi (cm) 15
Genel fizyolojik parametreler
Eriskin viicut agirhigr [erkek(g) ] 20-40
Su tiiketimi (ml1/100g/giin) 15
Kan parametreleri
Kan hacmi (ml/kg) 76-80
Hemoglobin(g/100ml)* 10-17
Hemotokrit(%) 39-49
Lokosit (x1000/mm3) 5-12
Glikoz** (mg/10081)(1) 124-262

Stres durumunda bu deger normalin 2 katina kadar yiikselebilir
*mmol/l hemoglobin:g/100ml1x0.62
**mmol/l glikoz:mg/100m1x0.0556

2.5. Kitosan ve Bakir Kullanilarak Yapilan Arastirmalar

Zeng ve ark., (2008) yiiriittiikleri bir arastirmada farelerin yemelerine farkli
molekiil agirlikli ve deasetilasyon derecesine sahip diyet tipi kitosan 6rnekleri (yiiksek,
orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan tipleri) % 1.05 seviyesinde katilarak 90 giin
boyunca bu yemler ile beslenmistir. HCS, COS ve WSC’nin karacigerdeki Fe, Zn ve
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Cu seviyesi lizerine anlamli bir etkisi olmadigin1 bu nedenle kitosanin diyete

katilmasinin farelerde Fe, Zn ve Cu seviyesini diigiirmedigini bildirmislerdir.

Morohashi ve ark., (1998) ratlarda fruktooligosakkaritle beslemenin bagirsakta
kalsiyum emiliminine etkisini arastirmigtir. FOS ile beslenen ratlarda hem ger¢ek hem
belirgin kalsiyum emilimi bagirsakta ve idrarda 6nemli dl¢lide fazla bulmuslar. Bu
arastirma sonucunda FOS’la beslenen ratlarda kalsiyum emiliminin artmasi ve kemik
kalsifikasyonunun iyilestigini bildirmislerdir. Chonan ve ark., (1996) yiiksek kalsiyum
ve fosfor igerikli diyetle beslenen ratlarda GOS’un magnezyum emilimine, bobrek ve
kalpteki kalsifikasyon iizerine etkisi degerlendirmisler, diyete GOS ilavesinin Mg
emilimini, serum ve femur Mg konsantrasyonunu arttirdigi, bobrek ve kalpteki Ca
birikimini azalttigin1 bildirmislerdir. Laktoz veya laktuloz igeren diyetle beslenen
ratlarin ileal pH” daki diislise paralel olarak magnezyum emilimi iizerindeki etkilerini
degerlendiren Heijnen ve ark., (1993) laktulozun laktoza kiyasla ileum pH’in1 daha
fazla diisiirdiiglinii, laktozun Mg emilimini, laktulozun ise Ca ve P emilimini 6énemli
Ol¢iide arttirdigmni, limen pH’ sindaki azalmanin Mg ¢oziiliimii {izerine Ca ve P

¢oOziilimiine kiyasla daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Gaetke ve Chow (2003), yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda bakirin gerekli bir
mineral oldugunu ve bakirin yiiksek konsantrasyonlariin lipid, protein ve DNA’da
oksidatif hasara neden olarak norodejeneratif bozukluklara sebep oldugunu, diger
taraftan bakirin, optimal antioksidan savunma i¢in de gerekli oldugunu ve bakir
eksikliginin viicudun oksidatif stresle bag etme yetenegini azalttigini bildirmislerdir.
Bakir eksikliginde depigmentasyon, kemik problemleri, omurilik felgleri ve ataksi,
kalp bozukluklari, bag doku anormallikleri ve anemi gibi ¢esitli bozukluklar meydana
gelir. Bakir toksisitesi, etkilenen hayvan igin ciddi sorunlar tasisa da bakir eksikligi
yaygin olarak zehirlenmelerden sonra goriiliir. Hastaliklarin tiimii karacigerde bakir

depolama boliimiinii etkilemektedir (Bulut 2006; Keen ve ark., 1981).

Bu aragtirmanin amaci farelerin sularina farkli miktarlarda kitosan ve bakir
ilavesinin karaciger Cu seviyesine ayni zamanda karacigerdeki Fe, Zn, Mn ve Co
seviyelerine ve bazi kan parametreleri (hematolojik parametrelerden RBC, WBC,
MPV, Hgb, Hct, biyokimyasal parametrelerden serum kolesterol ve glukoz) tizerine
etkilerini incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Hayvan Materyali

Calismada yaklasik ortalama 30 g agirliginda ortalama 6 haftalik yasta, saglikli
60 adet erkek Swiss albino CD-1 fare kullanildi. Deneme 56 giin siirdiiriilmistiir.
Denemede kullanilan fareler Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Merkez’inden temin edilmistir. Deneysel
calisjma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Deneysel Arastirma Merkezi Laboratuvari’nda, MAKU-HADYEK (Burdur Mehmet
Akif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu) 10.04.2019 tarih ve 506 sayili
izniyle gerceklestirildi.

3.1.2. Yem ve Su Materyali

Farelere verilen ticari yem 16mm c¢apinda, 24-41(30) mm uzunlugundadir.
Yemler haftalik olarak tartilarak verilmistir. Fareler 22-24 °C oda sicakliginda, 12 saat
aydmnlik 12 saat karanlikta kalacak sekilde Tip-1 kafeslerde barindirildi. Farelere

caligma siiresince standart fare yemi ad libitum olarak verilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Deneme Diizeni ve Yemleme

Denemede ortalama 6 haftalik yasta, yaklasik 30 gr agirliginda 60 fare

kullanilmistir. Deneme, 12 ser fare olmak tizere 5 grup seklinde yiiriitiilmiistiir.

Arastirma gruplarindaki farelerin beslenmesinde ayni yem kullanilmis fakat
sularina farkli miktarlarda bakir ve kitosan ilavesi yapilmistir. Bir kontrol ve 4
denemeden olusan arastirmada, kontrol grubu farelerine katkisiz igme suyu verildi.

Deneme 1 grubunda suyuna 60 mg/L miktarda kitosan, deneme 2 grubunun suyuna 2
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ppm inorganik bakir (bakir siilfat formunda), deneme 3 grubunun suyuna 2 ppm
miktarda bakir igeren kitosan kompleksi (60 mg/1 kitosan), deneme 4 grubunun suyuna
4 ppm bakir iceren kitosan kompleksi (60 mg/l kitosan) uygulandi. Yem ve su

hayvanlara ad libitum verilmistir.

Hayvanlar grup yemlemesine tabi tutulmustur. Yem hayvanlara tartilarak
verilmis, kalan miktarlar1 haftalik tartimlarla belirlenmistir. Su tiiketimleri meziirle
Olciilerek benzer sekilde hesaplanmistir. Her bir fare arastirma baslangicinda ve
haftalik olarak, (sabah saat 9-10 arasinda) tartilarak canli agirliklar tespit edilmistir.

Haftalar arasi farktan canli agirlik artig1 hesaplanmustir.

3.2.2. Kafesler, Yemlik ve Suluklar

Fareler, 59x38%20 cm’den olusan fare deneme kafeslerinde barindirilmistir.
Suluklar 500 ml’lik fare suluklaridir. Arastirma siiresince kontrol ve deneme
gruplarinin yem ve sular1 hayvanlara tartilarak verilmistir. Farelerin orijinal polietilen
fare-rat kafeslerinde bakim ve beslenmeye tabi tutulmustur. Kitosan ADAGA Gida ve
Danigmanlik A,S.’den temin edilmistir. Althk ve suluk temizlikleri ise haftalik olarak
gerceklestirildi. Farelerin barindirildigi kafesler ve suluklar Sekil 3.1.; Sekil 3.2. ve
Sekil 3.3.’de verilmistir.

Sekil 3.1. Fare kafesleri
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Sekil 3.3. Yemlik ve suluklar

3.2.3. Canli Agirhgin Belirlenmesi

Alistirma basinda ve deneme siiresince haftada bir kez ayni giin ayni saatte
olmak tizere tiim fareler tartildi. Tartimlar arasindaki farktan canli agirlhik artislari
hesaplandi. Tartimlarda + 0,5 gram hassas terazi (Desis, ETS Elektronik Tart1 Sis. San.
Ve Tic. Ltd. Sti., Model: ATW) kullanilmustir.
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3.2.4. Ham Besin Madde Analizleri

Calismada kullanilan ticari fare yeminin kuru madde (KM), ham protein (HP),
ham yag (HY) ve ham kiil (HK) analizleri AOAC (2003)’ de bildirilen metotlara gore,
ham seliiloz (HS) analizi Crampton ve Maynard (1938)’a gére Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklari
Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda, Cu, Zn, Fe, Mn ve Co analizleri ise EPA 6010c
metoduna uygun olarak Siileyman Demirel Universitesi Yenilik¢i Teknolojiler
Uygulama ve Arastirma Merkezinde Indiiklenmis Eslesmis Plazma - Optik Emisyon
Spekroskopi (ICP-OES) cihazi kullanilarak yapilmistir. (Perkin ElImer OPTIMA 5300
DV, California, ABD)

3.2.5. Yem Tiiketiminin Belirlenmesi

Deneme gruplarinin hepsinin kafes yemliklerine teraziyle tartilarak konulan
yemler deneme boyunca ad libitum sunulmustur. Haftalik olarak ayni giin ve saatte
tim gruplarm yemliklerinde kalan yem + 0,5 gram hassas terazi ile tartilmistir.
Yemliklerde kalan yem, toplam verilen yem miktarindan ¢ikarilarak gruplarin haftalik
yem tliketimi belirlenmigstir. Deneme siiresince haftalik tiikketilen yem miktarlari, fare

ve glin sayisina boliinerek farelerin giinliik yem tiiketimleri (GYT) hesaplanmastir.

3.2.6. Su Tiiketiminin Belirlenmesi

Kontrol ve deneme gruplarina igme sular1, hepsi bir 6rnek olan suluklarina cam
meziirle dlgiilerek konulmustur ve deneme boyunca kontrol edilerek dolu tutulmustur.
Haftalik olarak ayn1 giin ve saatte tim gruplarin suluklarinda kalan su cam meziirle
Ol¢lilmiistiir. Suluklarda kalan su toplam verilen su miktarindan ¢ikartilarak gruplarin
haftalik su tiiketimi belirlenmistir. Haftalik su tiiketimleri giin (7) ve gruptaki fare
sayisina (12) boliinerek giinliik bireysel ortalama su tiiketimi bulunmustur. Sekil

3.4.’de deneme siiresince kullanilan fare suluklari gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Fare sulugu
3.2.7. Orneklerin Alinmasi ve Analizler
3.2.7.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Kan Analizleri

Denemenin sonunda gruplardaki fareler, grup i¢i rastgele ikiserli olarak
eslestirilerek kalplerinden antikoagulan iceren ve icermeyen tiiplere kanlar1 alinmistir.
Alinan kan 6rneklerinde hematolojik parametrelerden [(RBC(x108il), WBC(x10%il),
MPV/(fl), Hb(g/l), Htc(%)] analizleri fotometrik yontemle Abacuus Junior Vet
Hematology Analyzer cihazi (Diatron, Budapest, Hungary) kullanilarak yapilmistir.
Arastirmada kan serumunda kolesterol ve glikoz analizleri Gesan Chem 200
otoanalizator cihazi (Gesan, Mazara, Italy) kullanilarak Burdur Mehmet Akif Ersoy

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Laboratuvar’mda yapilmistir.
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Sekil 3.5. Farelerden kan alinmasi
3.2.7.2. Karaciger Orneklerinin Ahnmasi ve Karaciger Analizleri

Kan analizleri igin eslestirilmis olan fareler, kan1 alindiktan sonra anestezi
uygulanarak Gtenazi yapilmustir. Yine ikiserli grup halinde karacigerleri alinip bir
numune haline getirilmistir. . Karacigerler, analiz yapilana kadar -20°C’deki derin
dondurucuda bekletilmistir. Mineral analizinde kullanilan Indiiklenmis Eslesmis
Plazma - Optik Emisyon Spekroskopi (ICP-OES) (Perkin EImer OPTIMA 5300 DV,
California, ABD) cihazinindir. Yapilan element analizlerinde Cu elementi 327,393
nm, Zn elementi 206,200 nm, Fe elementi 238,204 nm, Mn elementi 257,610 nm ve
Co elementi 228,616 nm dalga boylarinda okunmustur.

Sekil 3.6. Farelerin karacigerlerinin alinmasi
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Sekil 3.7. Farenin karacigerinin alinmasi
3.3.3. istatiksel Analizler

Gruplara ait istatistik hesaplamalar ve gruplarin ortalama degerleri arasindaki
farkliligin 6nemliligi i¢in Tek yonlii varyans analizi, gruplar arasindaki farkin
onemliliginin kontrolii i¢in Tukey testi uygulanmistir. Denemede elde edilen veriler
SPSS istatistik programi kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar % 5 hata pay1 ile
incelenmistir. Istatistik analizler icin IBM SPSS Statistics 22 (Ekonomi Analiz,
InstallShield wizard) paket programindan yararlanilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Yemlerin Besin Madde Analizleri

Denemede kullanilan ticari fare yeminin, kuru madde (KM), ham protein (HP),
ham yag (HY), ham kiil (HK), ham seliiloz (HS) analiz sonuglar1 Tablo 4.1.” de, Cu,
Fe, Zn, Mn ve Co element analizleri sonuglar1 da Tablo 4.2.” de verilmistir. Farelere
verilen suda Cu, Fe, Zn, Mn ve Co analizleri de yapilmistir fakat mineral diizeyleri

Olclim yapilan cihazin hassasiyetinden daha diisiik oldugu i¢in sonug¢ bulunamamastir.

Tablo 4.1. Ticari fare yeminin hesaplanan ham besin madde degeri (%)

KM HP HY HS HK
Fareyemi 93,30 21,68 7,27 4,73 6,33

Tablo 4.2. Ticari fare yeminin mineral analiz sonuglari/ ppm

Cu Fe Zn Mn Co
Fare yemi 0,013 0,143 0,048 <0,006* <0,006*

*:Ol¢iim hassasiyeti alt1

4.2. Canh Agirhk

Yapilan deneme sonucunda farelerin canli agirliklar1 Tablo 4.3.”de verilmistir.
Rastgele olusturulan deneme gruplar1 degerlendirildiginde D2 grubu en yiiksek, D1
grubu en diisiik CA’lara sahip gruplar oldugu belirlenmistir.

Aragtirmanin 8. haftasinda sadece bakir ilave edilen (D2) grubun canli agirligi,
kontrol grubundan (K) 6nemli derecede geri kalmistir (P<0,05). Ortalama canli agirlik
degerlerine bakildiginda D3 grubunun K grubuyla benzer canli agirlikta oldugu, en
diisiik canli agirligin sadece kitosan tiiketen D1 grubunda oldugu, deneme suyuna

kitosanla birlikte 2 kat Cu ilavesinin canli agirligi sadece Cu ilavesine kiyasla 6nemli
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derecede diisiirdiigii goriilmiistiir. Baslangic haftasinda CA’larinin farkli olmasi

deneme gruplarinin rastgele seg¢ilen hayvanlardan olusturulmus olmasindan Gtiirtidiir.

Deneme sonunda gruplar arasinda canli agirlik farklari kontrol ve deneme

gruplarinda sirasiyla 5,62; 7,5; 1,71; 5,5 ve 7,92 g olarak hesaplanmustir.

Tablo 4.3. Farelerin haftalik canli agirlik degerleri/g

Hafta K D1 D2 D3 D4 P
Deneme
B 30,79+1,19%  26,20+0,87°¢ 31,41+0,61°2 30,08+1,15%¢  26,45+1,44¢ 0,01
asi1
1. 31,70+1,278 28,160,918  31,91+0,57° 31,12+1,03% 27,70+£1,36% 0,01

2 33,62+1,14 30,62+0,91 32,33+0,47 33,160,55 30,37+1,23 0,07
3 33,70:£1,02 30,79+0,72 32,04+0,54 33,16+0,90 31,20+0,93 0,08
4. 34,91+0,99 32,41+0,58 33,58+0,60 34,20+0,93 33,29+0,79 0,24
5 35,20+0,97 32,50+0,73 33,75+0,56 34,29+0,82 33,45+0,75 0,17
6 34,95+0,86 33,08+0,65 33,45+0,61 34,58+0,77 33,75+0,85 0,38
7 36,08+0,96 33,75+0,64 33,08+0,40 35,04+0,81 34,33+0,73 0,05
8. 36,410,972 33,70+0,66%®  33,12+0,40°  35,58+0,82%  34,37+0,77® 0,02
ortca  34,15£0,41°  31,25+0,22¢  32,74+0,23°  33,47+032®  31,66+031% 0,01

n =12, K= kontrol, D1=60mg/I kitosan, D2= 2ppm Cu, D3=kitosan+ 2ppm Cu, D4=kitosan+ 4ppm Cu.

4.3. Yem ve Su Tiiketimi

Deney farelerinin deneme siiresince tiikettikleri yem miktarlar1 Tablo 4.4.°de,
su tiiketimleri Tablo 4.5.”de verilmistir. Sekizinci hafta yem tiiketimine bakildiginda
D2 grubunun yem tiiketimi diger gruplara kiyasla rakamsal olarak diisiik oldugu

goriilmektedir.
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Tablo 4.4. Farelerin giinliik yem tiiketimi g/ giin,fare

Hafta K D1 D2 D3 D4
1. 7,05 6,98 7,05 7,35 7,37
2. 6,96 6,51 7,14 7,20 7,17
3. 6,58 5,82 6,93 7,15 7,30
4. 5,73 4,75 6,23 5,64 6,23
S. 6,85 5,98 6,97 7,21 7,29
6. 7,51 4,75 7,02 7,79 7,73
7. 7,64 6,47 6,65 7,14 7,17
8. 5,83 5,72 5,63 6,44 5,97
ort. 6,76 5,87 6,69 6,99 7,02

K= kontrol, D1=60mg/I kitosan, D2= 2ppm Cu, D3=kitosan+ 2ppm Cu, D4=kitosan+ 4ppm Cu.

Tablo 4.5. Farelerin giinliik su tiiketimi ml/giin,fare

Hafta K D1 D2 D3 D4
1. 10,28 10,95 8,57 9,58 7,85
2. 6,25 4,76 5,69 6,66 4,89
3. 6,72 5,23 6,84 7,14 6,60
4. 6,72 5,44 5,66 6,70 5,41
5, 7,61 7,44 7,02 7,85 7,67
6. 7,08 6,54 5 6,30 5,29
7. 8,33 5,53 4,94 6,36 5,59
8. 6,07 4,58 4,52 5,17 4,88
ort. 7,38 6,31 6,03 6,97 6,02

K= kontrol, D1=60mg/I kitosan, D2= 2ppm Cu, D3=kitosan+ 2ppm Cu, D4=kitosan+ 4ppm Cu.

4.4. Kan Analiz Sonuclari

4.4.1. Baz1 Kan Hematoloji Degerler

Hematolojik parametrelerle ilgili analiz sonuglar1 Tablo 4.6.’de verilmistir.
Farelerden 56. giinde alinan kanlardan yapilan hematolojik analiz sonucunda gruplar
arasinda sadece RDWc, D1 ve D3 gruplari arasinda fark bulunmustur (P<0,05). Diger

kan parametrelerinde gruplar arasinda fark gozlenmemistir.
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Tablo 4.6. Farelerin kan hematolojik analiz degerleri (X£S x)

Biyolojik K D1 D2 D3 D4 P
Analizler

WBC 3,10+0,39 2,65+0,22 3,25+0,45 2,64+0,28 2,24+0,26 0,25
LYM 1,84+0,21 1,52+40,14 1,96+0,25 1,45+0,21 1,18+0,18 0,08
MID 0,12+0,04 0,06+0,02 0,09+0,05 0,1340,03 0,09+0,03 0,75
GRA 1,13+0,19 1,05+0,16 1,19+0,30 1,06+0,17 0,96+0,14 0,94
LY % 60,13+3,06 58,01+3,83 62,28+5,16 55,00+5,33 52.88+5,14 0,61
MI 3,73+0,99 2,98+1,13 2,55+1,23 4,13+0,83 4,45+1,29 0,59
GR % 36,15+2,59 39,03+4,07 35,20+4,21 40,26+5,03 42,65+5,30 0,74
RBC 7,15+0,36 7,36+0,13 7,43+0,23 7,56+0,23 7,61+0,11 0,66
HGB 10,58+0,54 11,13+0,21 11,23+0,34 11,26+0,35 11,20+0,20 0,63
HCT 39,55+1,99 42.31+1,39 42,69+1,97 41,31+1,32 41,57+0,85 0,66
MCV 55,33+1,35 57,50+1,08 57,50+1,54 54,50+0,34 54,83+1,37 0,25
MCH 14,76+0,18 15,13+0,04 15,10+£0,16 14,91+0,3 14,70+0,15 0,12
MCHC 26,71+0,39 26,40+0,48 26,43+0,59 27,31+0,15 26,95+0,45 0,57
RDWc 18,76+0,432 20,03+0,442 18,85+0,3820 18,35+0,28° 19,060,222 0,04*
PLT 717,00+60,31 869,66+46,17 738,16+82,14 924,16+31,28 866,00+49,56 0,06
PCT 0,53+0,05 0,65+0,03 0,57+0,06 0,69+0,02 0,62+0,03 0,17
MPV 7,45+0,21 7,43+0,12 7,73+0,29 7,51+0,10 7,25+0,11 0,50
PDWCc 31,1140,23 31,18+0,30 32,15+0,59 31,18+0,30 31,35+0,39 0,31

n=6, K= kontrol, D1=60mg/I kitosan, D2= 2ppm Cu, D3=kitosan+ 2ppm Cu, D4=kitosan+ 4ppm Cu.
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4.4.2. Baz1 Serum Biyokimya Degerleri

Serum biyokimyasal analiz degerleri Tablo 4.7.’de verilmistir. Glukoz degeri,
D1 grubunun degeri en yiiksek ¢ikarken, D2 grubunun degeri en diisiik ¢ikmustir.
Kolesterol degerinde ise D2 grubunun degeri en yliksekken, D1grubunun degeri en

diisiik ¢ikmastir.

Tablo 4.7. Fare kan serum kolesterol ve glukoz analiz degerleri (X£S x)

K D1 D2 D3 D4 P
Glukoz 255,65+28,06 283,884+35,28%  136,73£16,37° 227,17+£31,72®  245,08+27,50* 0,01
Kolesterol  110,2042,91%  105,46+3,55°  167,91429,63%  113,82+4 61% 117,81+7,10% 0,02
n=6, K= kontrol, D1=60mg/I kitosan, D2= 2ppm Cu, D3=kitosan+ 2ppm Cu, D4=kitosan+ 4ppm Cu.

4.5. Karaciger Analizleri

Deneme sonunda alinan farelerin karacigerlerinde ICP OES metoduyla Cu, Fe,
Zn, Mn ve Co elementlerin 6l¢iimii yapilmistir. Mn ve Co degeri 6l¢iim hassasiyetinin
altinda kalmistir. Cu ve Zn degerleri gruplar arasinda istatistik olarak Onemsiz
cikmistir. Fe degerleri ise D2 grubunun degeri, D1 grubuna kiyasla yiiksek, diger
gruplarla benzer bulunmustur. D1 grubunda farelerin suyuna kitosan ilave edilmesi
karaciger Fe diizeyini azaltmistir. Bazi1 karaciger iz element diizeyleri Tablo 4.8.” da

verilmistir.

Tablo 4.8. Bazi karaciger iz element diizeyleri /ppm

K D1 D2 D3 D4 P
Cu 0,0051+0,0003  0,0045£0,0004  0,0071+0,0022  0,0048£0,0001  0,0046£0,0002 0,351

Zn  0,0130£0,0009  0,0165+0,0015  0,0215+£0,003  0,0165+0,0007  0,0161+0,0010 0,056
Fe  0,1636£0,0123% 0,1221+0,0077°  0,1918+0,0065% 0,1628+0,0084% 0,1565+0,02612%> 0,035
n=6, K= kontrol, D1=60mg/| kitosan, D2= 2ppm Cu, D3=kitosan+ 2ppm Cu, D4=kitosan+ 4ppm Cu.
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5. TARTISMA

Deneme siiresince GYT kontrol ve deneme gruplarinda sirasiyla 6,76 ; 5,87 ;
6,69 ; 6,99 ve 7,02 g olarak hesaplanmistir ( Tablo 4.4.). Rakamsal olarak ortalama
yem tiiketiminin en yiiksek oldugu grup D4, en diisiik oldugu grup DI oldugu
belirlenmistir. Yem tiiketimini suyuna sadece kitosan katilan gruba kiyasla, kitosan ve
4 ppm bakir katilan grupta %19,59 artmistir. Bu ¢alismada grup yemlemesi yapildigi
icin istatistiksel analiz yapilamadigindan yemden yararlanma orani agisindan gruplar

arasinda farklilik olup olmadig1 degerlendirilememistir.

Zanetti ve ark., (1991), etlik pili¢ rasyalarina 5, 10 ve 20 mg/kg Cu katarak
yaptiklar1 ¢aligmada, yem tiiketimi bakimindan gruplar arasinda farklilik tespit
edilmezken; Miles ve ark., (1998), etlik pili¢ rasyonlarona 0, 150, 300 ve 450 ppm
diizeyinde Cu katarak yaptiklari ¢alismada, bakir diizeyi arttikga yem tiiketiminin
onemli Olgiide azaldigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada ise Zannetti ve Miles’in

caligmalarinin aksine suya bakir katilmasi rakamsal olarak yem tiiketimini arttirmistir.

Deneme sonunda alinan kanlarin bazi hematolojik degerleri Tablo 4.6.’da
verilmistir. Yapilan kan analizlerinden sadece RDWc¢ degerinde gruplar arasindaki
onemlilik  bulunmustur. RDWCc alyuvarlarin  hacim  degiskenliklerini  dlger.
Alyuvarlarin hacminin birbirinden ¢ok farkli olmasi RDWCc yiiksekligi demektir.
RDWc¢ degerinin yiiksek olmasinin bir¢ok nedeni vardir. Bunlardan bir de demir
eksikligidir. Bu ¢alismada RDWc degeri sonugclar ile karaciger Fe degerleri sonuglari
paraleldir. RDWc degeri disinda kan parametrelerinde gruplar arasinda fark

gbzlenmemistir.

Deneme sonunda alinan kanda, serum biyokimyasal analizden glikoz ve
kolesterol degerleri Tablo 4.7.’de verilmistir. Denememizde suyuna sadece 2ppm
bakir ilave edilen grupta kolesterol diizeyi kontrol grubu ve diger gruplara oranla daha
yiiksek bulunmustur.

Calismamizin bulgulartyla uyumlu olarak, Lim ve ark., (2006) broiler
rasyonlarina bakir (Cu) selat katkisinin (metiyonin, kitosan ve maya) karacigerdeki Cu

igeriginin Met-Cu grubunda en yiiksek seviyede oldugu (39,0 mg/kg) bulunmustur. Cu
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selatt ilavesinin, toplam kolesterol seviyesini azaltma egiliminde oldugunu
bulmuslardir.

Calismamizin bulgularindan farkli olarak, Azman ve ark.,(2005) yaptigi
arastirmada etlik pili¢ rasyonlarina iki farkli diizeyde (125 ve 250 ppm) katilan bakir
stilfatin (CuS0O4.5H20) kolesterol degerinde gruplar arasinda farklilik olusturmadigini
belirtmislerdir.

Hayashi ve ark., (2002) diyebetik farelerde yaptig1 ¢alismada diisiik molekiil
agirlikli (LMW) kitosanin, erkek ICR farelerinde diisiik dozda (100 mg / kg, i.p.)
uygulanmasinin, kan glikozu, asir1 su igme ve poliiiriyi azaltici etkide oldugunu
bildirmislerdir. Bu bulgular ¢calismamizin kan glikozu ve su tiiketimi degerleriyle
farklilik gostermektedir.

Sitasawad ve ark., (2000) STZ-diyabetik farelere (IDDM) Bakir siilfat
takviyesinin etkilerini arastirmislardir. Bakir siilfat verilen grubum, kan glikoz
seviyelerinin diger grup/gruplara gore onemli Olciide azalttigini bildirmislerdir. Bu
bulgular ¢alisgmamizdaki bulgular ile uyum gostermektedir.

Deneme sonunda alinan karacigerlerde Cu, Fe, Zn, Mn ve Co elementlerin
Olctimii yapilmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 4.8. ‘de verilmistir. Mn ve Co degeri 6l¢giim
hassasiyetinin altinda kaldigi i¢in 6l¢limii yapilamamistir. Cu ve Zn degerleri gruplar
arasinda istatistik olarak Oonemsiz ¢ikmistir. Fe degerleri ise D2 grubunun degeri
(0,1918 ppm), D1 grubuna kiyasla yiiksek (0,1221 ppm), diger gruplar benzer
bulunmustur. D1 grubunda farelerin suyuna kitosan ilave edilmesi karaciger Fe

diizeyini azaltmistir.

Zeng ve ark., (2008) yiiriittiikleri bir arastirmada farelerin yemelerine farkli
molekiil agirlikl ve deasetilasyon derecesine sahip diyet tipi kitosan 6rnekleri (yiiksek,
orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan tipleri) % 1.05 seviyesinde katilarak 90 giin
boyunca bu yemler ile beslenmistir. Test edilen farelerde orta molekiil agirlikli kitosan
bobrek ve karacigerde Fe (karaciger:167,7; bobrek:151,5 ng/g), Zn (karaciger:54,81;
bobrek:25,59 pg/g) ve Cu (karaciger:5,44; bobrek:4,90 pg/g) seviyesini anlaml
olarak arttirmis, ancak karacigerde, dalakta, ve kalpte Fe, Zn ve Cu diizeyleri iizerinde
diger kitosan numunelerinin bir etkisi olmamistir. Bu nedenle, kitosanin yeme

katilmasinin farelerde Fe, Zn ve Cu seviyesini etkilemedigi sonucuna varildigi
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bildirilmistir. Wang ve ark., (2014) oral olarak uygulanan hidroksipropil kitosanin
farelerde demir, bakir, ¢inko ve kalsiyum diizeyleri iizerine etkisini incelemislerdir.
Kitosan numunesi (HPCS)'nin, test edilen farelerin karacigerlerinde ve kalplerinde Fe,
Cu, Zn ve Ca seviyeleri tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigim1 bildirmislerdir. Bu

bulgular ¢alismamizin bulgulariyla farklilik gostermektedir.

Farelerin sularina degisik oranlarda katilan kitosan ve bakirin deneme gruplari
arasinda karacigerdeki bazi degerler, bazi kan parametreleri, canli agirlik, yem
titkketimi ve su tiiketimi tizerine etkilerini tespit etmek tizere yapilan bu ¢aligsmada, canli
agirhik, yem tiiketimi, su tliketimi, RDWc degeri disinda hematoloji degerleri,
karaciger Cu ve Zn degeri istatistik anlamda 6nemlilik bulunmamistir. Ancak RDWc¢
degeri, kan glikozu, kolesterol ve karaciger Fe degerinin gruplar arasinda istatistik

anlamda 6nemli derecede farkli oldugu bulunmustur (P<0,05).
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6. SONUC

Sonug olarak farelerin sularina 60 mg/l dozunda kitosan ve 2-4 ppm bakir
katilmasinin, karacigerdeki Cu ve Zn diizeyleri iizerine etkisi goriilmezken, Fe
diizeyinde azalmaya sebep olmus ancak bu etki kitosanla beraber 2ppm ve 4ppm Cu
verildiginde ortadan kalkmus oldugu tespit edilmistir. Ozellikle kitosanin solusyon
halinde igme suyuna katilmasi seklinde kullaniminin etkileri ile ilgili daha ¢ok ¢alisma

yapigmasinin faydali olacagi diisiiniilmektedir.
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